Resistance of Campylobacter jejuni strains from the natural and production environment to antimicrobial drugs by Miljevič, Eva
  
 
 
UNIVERZA V LJUBLJANI 
BIOTEHNIŠKA FAKULTETA 
ODDELEK ZA ŽIVILSTVO 
 
 
 
 
 
 
 
Eva MILJEVIČ 
 
 
 
ODPORNOST SEVOV BAKTERIJ VRSTE 
Campylobacter jejuni IZ NARAVNEGA IN 
PROIZVODNEGA OKOLJA NA PROTIMIKROBNA 
ZDRAVILA 
 
 
DIPLOMSKO DELO 
Univerzitetni študij - 1. stopnja Živilstvo in prehrana 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ljubljana, 2018 
  
UNIVERZA V LJUBLJANI 
BIOTEHNIŠKA FAKULTETA 
ODDELEK ZA ŽIVILSTVO 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Eva MILJEVIČ 
 
 
 
ODPORNOST SEVOV BAKTERIJ VRSTE Campylobacter jejuni IZ 
NARAVNEGA IN PROIZVODNEGA OKOLJA NA 
PROTIMIKROBNA ZDRAVILA 
 
 
DIPLOMSKO DELO 
Univerzitetni študij - 1. stopnja Živilstvo in prehrana 
 
 
 
RESISTANCE OF Campylobacter jejuni STRAINS FROM THE 
NATURAL AND PRODUCTION ENVIRONMENT TO 
ANTIMICROBIAL DRUGS 
 
 
B. SC. THESIS 
Academic Study Programmes: Field Food Science and Nutrition 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ljubljana, 2018 
Miljevič E. Odpornost sevov bakterij vrste Campylobacter jejuni iz … na protimikrobna zdravila.  
 Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018 
II 
Diplomsko delo je zaključek univerzitetnega študijskega programa 1. stopnje Živilstvo in 
prehrana. Delo je bilo opravljeno v Laboratoriju za živilsko mikrobiologijo Katedre za 
biotehnologijo, mikrobiologijo in varnost živil na Oddelku za živilstvo Biotehniške 
fakultete Univerze v Ljubljani. 
 
 
Komisija za študij 1. in 2. stopnje Oddelka za živilstvo je za mentorico diplomskega dela 
imenovala prof. dr. Sonja Smole Možina in za recenzentko znan. svet. dr. Bojana Bogovič 
Matijašić. 
 
 
Mentorica: prof. dr. Sonja SMOLE MOŽINA 
Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo 
 
 
Recenzentka: znan. svet. dr. Bojana BOGOVIČ MATIJAŠIĆ 
Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za 
zootehniko 
 
 
 
Komisija za oceno in zagovor: 
 
 
Predsednik: 
 
 
Mentorica: 
 
 
Recenzentka: 
 
 
 
 
 
Datum zagovora: 
 
 
 
 
Eva Miljevič 
Miljevič E. Odpornost sevov bakterij vrste Campylobacter jejuni iz … na protimikrobna zdravila.  
 Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018 
III 
KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA 
 
ŠD Du1  
DK UDK 579.2+579.6:615.33(043)=163.6 
KG Campylobacter jejuni, protimikrobna zdravila, odpornost proti antibiotikom, 
klavniški sevi, vodni sevi 
AV MILJEVIČ, Eva  
SA SMOLE MOŽINA, Sonja (mentorica), BOGOVIČ MATIJAŠIĆ, Bojana       
(recenzentka)  
KZ SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
ZA Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo 
LI 2018 
IN ODPORNOST SEVOV BAKTERIJ VRSTE Campylobacter jejuni IZ 
NARAVNEGA IN PROIZVODNEGA OKOLJA NA PROTIMIKROBNA 
ZDRAVILA 
TD Diplomsko delo (Univerzitetni študij - 1. stopnja Živilstvo in prehrana)  
OP VIII, 27 str., 8 pregl., 4 sl., 47 vir.  
IJ sl 
JI sl/en 
AI Zaradi neustrezne in nekritične uporabe protimikrobnih zdravil (PZ) pri živalih, ki 
vstopajo v prehransko verigo človeka, število odpornih bakterijskih sevov, 
osamljenih iz živali, kakor tudi živil, narašča. Kampilobakterioza, ki jo povzroča 
Campylobacter jejuni je ena izmed najpogosteje prijavljenih gastrointestinalnih 
bolezni pri ljudeh, večja prevalenca odpornih bakterijskih sevov pa povečuje 
tveganje za neučinkovito zdravljenje bolezni. Zato je pomembno na ta problem 
opozarjati vse deležnike živilske proizvodno-oskrbovalne verige in tudi zdravnike, 
da se redno izvajajo testi bakterijske odpornosti na najpomembnejša protimikrobna 
zdravila (PZ). V eksperimentalnem delu smo določali odpornost 8 sevov C. jejuni 
iz proizvodnega (klavniškega) in 8 sevov iz naravnega (površinskih voda) okolja 
proti šestim PZ (eritromicinu, ciprofloksacinu, tetraciklinu, gentamicinu, nalidiksni 
kislini in streptomicinu) na komercialno pripravljenih mikrotitrskih ploščicah 
SensititreTM EUCAMP2. Tako klavniški (KS) kot vodni (VS) sevi so pokazali 
odpornost proti istim vrstam PZ – ciprofloksacinu (CIP), tetraciklinu (TET) in 
nalidiksni kislini (NAL). Delež odpornih sevov proti posameznim PZ je bil višji pri 
klavniških (CIP 87,5 %, TET 50 %, NAL 50 %) kot vodnih (CIP 25 %, TET 12,5 
%, NAL 25 %) sevih. Zasledili smo tudi večkratno odpornost, ki je bila pri 
klavniških sevih 87,5 % pri vodnih pa 25 %, in sicer med CIP in TET (KS: 37,5 %), 
ter CIP in NAL (KS: 50 %, VS: 25 %). Prišli smo do sklepa, da je vzrok večje 
odpornosti KS večja izpostavljenost PZ, vzrok odpornosti VS pa je verjetno prenos 
odpornih sevov iz klavnice v njeno okolico.  
 
Miljevič E. Odpornost sevov bakterij vrste Campylobacter jejuni iz … na protimikrobna zdravila.  
 Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018 
IV 
KEY WORDS DOCUMENTATION 
 
ND Du1 
DC UDC 579.2+579.6:615.33(043)=163.6 
CX Campylobacter jejuni, antimicrobial drugs, antimicrobial resistance, slaughter 
strains, water strains 
AU MILJEVIČ, Eva  
AA SMOLE MOŽINA, Sonja (supervisor), BOGOVIČ MATIJAŠIĆ, Bojana 
(reviewer)  
PP SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
PB University of Ljubljana, Biotechnical Faculty, Department of Food Science and 
Technology 
PY 2018  
TI RESISTANCE OF Campylobacter jejuni STRAINS FROM THE NATURAL 
AND PRODUCTION ENVIRONMENT TO ANTIMICROBIAL DRUGS 
DT B. Sc. Thesis (Academic Study Programmes: Field Food Science and Nutrition) 
NO VIII, 27 p., 8 tab., 4 fig., 47 ref.  
LA sl 
AL sl/en 
AB Due to inadequate and uncritical use of antimicrobial drugs in animals, entering the 
human food chain, the number of resistant bacterial strains, isolated from humans 
as well as from the food, is increasing. Campylobacteriosis caused by 
Campylobacter jejuni is one of the most frequently reported gastrointestinal 
diseases in humans. The appearance of resistant bacterial strains increases the risk 
of ineffective treatment of the disease. Therefore, it is important to alert all 
stakeholders in the food production and supply chain, as well as doctors, to 
regularly carry out bacterial resistance tests on the most important antibiotics. In 
our experimental work, we tested the resistance of 8 strains of C. jejuni from the 
production (slaughterhouse) and 8 strains from the natural (surface water) 
environment against six antimicrobial drugs (erythromycin, ciprofloxacin, 
tetracycline, gentamicin, streptomycin nalidixic acids) on commercially prepared 
microtiter plates SensititreTM EUCAMP2. Both slaughtering (SS) and water (WS) 
strains have shown resistance to the same groups of antibiotics - ciprofloxacin 
(CIP), tetracycline (TET) and nalidixic acid (NAL). The proportion of resistant 
strains against individual AM was higher in slaughterhouse (CIP 87,5 %, TET 50%, 
NAL 50%) than water (CIP 25 %, TET 12,5 %, NAL 25 %) strains. Multidrug 
resistance was also present, which is in the case of slaughterhouse strains 87,5 % 
and 25 % in water strains, namely between CIP and TET (SS: 37,5 %) and CIP and 
NAL (SS: 50 %, WS: 25 %). We have come to the conclusion that the cause for the 
higher resistance levels of SS might be a higher exposure to antibiotics, and the 
cause of resistant WS is the transfer of resistant strains from the slaughterhouse to 
its surroundings. 
 
 
Miljevič E. Odpornost sevov bakterij vrste Campylobacter jejuni iz … na protimikrobna zdravila.  
 Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018 
V 
KAZALO VSEBINE 
 
 
KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA ................................................ III 
KEY WORDS DOCUMENTATION .............................................................................. IV 
KAZALO VSEBINE .......................................................................................................... V 
KAZALO PREGLEDNIC .............................................................................................. VII 
KAZALO SLIK ............................................................................................................... VII 
OKRAJŠAVE IN SIMBOLI ......................................................................................... VIII 
 
1 UVOD ................................................................................................................................ 1 
1.1 NAMEN IN CILJ EKSPERIMENTALNEGA DELA ................................................ 1 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE .............................................................................................. 1 
2 PREGLED OBJAV .......................................................................................................... 2 
2.1 ZNAČILNOSTI RODU Campylobacter ..................................................................... 2 
2.1.1 Prenos bakterij Campylobacter jejuni v okolju in v/na živila .......................... 3 
2.1.2 Patogeneza............................................................................................................ 4 
2.1.3 Epidemiologija ..................................................................................................... 4 
2.2 PROTIMIKROBNA ZDRAVILA ............................................................................... 5 
2.2.1 Razvoj bakterijske odpornosti ........................................................................... 7 
2.2.1.1 Odpornost vrste Campylobacter jejuni .......................................................... 8 
3 MATERIAL IN METODE ............................................................................................ 10 
3.1 POTEK DELA ........................................................................................................... 10 
3.2 MATERIAL ............................................................................................................... 11 
3.2.1 Mikroorganizmi ................................................................................................. 11 
3.2.2 Gojišča in raztopine .......................................................................................... 11 
3.2.3 SensititreTM  EUCAMP2 (TREK Diagnostic Systems) .................................. 12 
3.2.4 Laboratorijski pribor in oprema ..................................................................... 12 
3.3 METODE DELA ....................................................................................................... 13 
3.3.1 Revitalizacija kulture ........................................................................................ 13 
3.3.2 Precepljanje kulture .......................................................................................... 13 
3.3.3 Določanje MIK sedmih protimikrobnih zdravil na komercialno 
pripravljenih mikrotitrskih ploščicah SensititreTM  EUCAMP2 (TREK 
Diagnostic Systems) .................................................................................................... 13 
3.3.3.1 Priprava kulture ........................................................................................... 13 
3.3.3.2 Redčenje kulture .......................................................................................... 13 
3.3.3.3 Inokulacija ................................................................................................... 14 
3.3.3.4 Raztopina za določanje živosti celic ............................................................ 14 
Miljevič E. Odpornost sevov bakterij vrste Campylobacter jejuni iz … na protimikrobna zdravila.  
 Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018 
VI 
3.3.3.5 Določanje MIK ............................................................................................ 14 
4 REZULTATI Z RAZPRAVO ....................................................................................... 15 
4.1 REZULTATI DOLOČANJA MIK ............................................................................ 15 
4.1.1 Rezultati sevov iz proizvodnega (klavniškega) okolja ................................... 15 
4.1.2 Rezultati sevov iz naravnega okolja (površinskih voda)................................ 16 
4.1.3 Primerjava rezultatov sevov iz proizvodnega in naravnega okolja .............. 16 
4.2 RAZPRAVA .............................................................................................................. 17 
4.2.1 Razvoj protimikrobne odpornosti bakterij..................................................... 17 
4.2.2 Primerjava rezultatov s podobnimi študijami ................................................ 18 
4.2.3 Razlaga dobljenih rezultatov............................................................................ 18 
4.2.4 Spremljanje prevalence odpornosti bakterij .................................................. 20 
5 SKLEPI ........................................................................................................................... 21 
6 POVZETEK .................................................................................................................... 22 
7 VIRI ................................................................................................................................. 23 
 
  
Miljevič E. Odpornost sevov bakterij vrste Campylobacter jejuni iz … na protimikrobna zdravila.  
 Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018 
VII 
KAZALO PREGLEDNIC 
 
Preglednica 1: Seznam sevov C. jejuni, ki smo jih uporabili pri poskusu. ........................ 11 
Preglednica 2: Mikrobiološka gojišča, proizvajalci in referenčne številke. ...................... 11 
Preglednica 3: Raztopine, proizvajalci in države porekla. ................................................. 11 
Preglednica 4: Smernice EURL-AR za interpretacijo rezultatov poskusa določitve 
protimikrobne odpornosti (R) za Campylobacter jejuni (EUCAST, 2013). ....................... 15 
Preglednica 5: Prikaz vrednosti MIK za eritromicin, ciprofloksacin, tetraciklin, 
gentamicin, nalidiksno kislino in streptomicin ter pripadajočo interpretacijo za odporne (R) 
in občutljive (S) seve C. jejuni iz proizvodnega (klavniškega) okolja. ............................... 15 
Preglednica 6: Prikaz vrednosti MIK za eritromicin, ciprofloksacin, tetraciklin, 
gentamicin, nalidiksno kislino in streptomicin ter pripadajočo interpretacijo za odporne (R) 
in občutljive (S) seve C. jejuni iz naravnega (površinskih voda) okolja. ............................ 16 
Preglednica 7: Primerjava deležev odpornih (R) in občutljivih (S) klavniških in vodnih 
sevov C. jejuni na posamezno vrsto protimikrobnega zdravila. .......................................... 16 
Preglednica 8: Primerjava enkratne (1x) in večkratne (2x) odpornosti klavniških in vodnih 
sevov C. jejuni na protimikrobna zdravila. ......................................................................... 17 
 
KAZALO SLIK 
 
Slika 1: Značilna rast kampilobaktrov na selektivnem agarskem gojišču (foto: Miljevič E.)
 ............................................................................................................................................... 2 
Slika 2: Postopek eksperimentalnega dela. ......................................................................... 10 
Slika 3: Prikaz Sensititre™ EUCAMP2 mikrotitrske ploščice. .......................................... 12 
Slika 4: Primer določanja MIK na SensititreTM  EUCAMP2 mikrotitrski ploščici (foto: 
Miljevič E.). ......................................................................................................................... 14 
  
Miljevič E. Odpornost sevov bakterij vrste Campylobacter jejuni iz … na protimikrobna zdravila.  
 Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018 
VIII 
OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
C. jejuni Campylobacter jejuni 
CFU  enote, ki tvorijo kolonije (angl. Colony Forming Units)  
CIP  ciprofloksacin 
DNK  deoksiribonukleinska kislina 
ERY  eritromicin 
GEN  gentamicin 
gry  gen za girazo (angl.gyrase gene) 
MHA  Mueller-Hinton agar 
MHB  Mueller-Hinton bujon 
MIK  minimalna inhibitorna koncentracija 
mRNK informacijska ribonukleinska kislina  
NAL  nalidiksna kislina 
OD  optična gostota (angl. Optic Density) 
R  odporen (angl. Resistant) 
rDNK  rekombinantna deoksiribonukleinska kislina 
rRNK  ribosomska ribonukleinska kislina 
S  občutljiv (angl. Sensitive) 
STR  streptomicin 
TET  tetraciklin 
tRNK  prenašalna ribonukleinska kislina 
VBNC  živo, a ne kultivabilno (angl. Viable But Non-Culturable) 
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1 
1 UVOD 
 
Bakterije Campylobacter jejuni so najpogostejši bakterijski povzročitelji črevesnih okužb 
pri ljudeh, kljub temu da večina primerov ni prijavljenih in dodatno raziskovanih. Naravni 
rezervoar teh bakterij je črevesje živali, predvsem klavnih (perutnine, govedo, ovce) in 
divjih ptic. Preko fekalij pa se zlahka razširijo tudi v svojo okolico (površinske vode). 
Povzročajo kampilobakteriozo (zoonozo), katere vir je najpogosteje površinsko 
kontaminirano perutninsko meso, ter nadaljnja navzkrižna kontaminacija toplotno 
neobdelanih živil, nepasterizirano mleko ter neklorirana voda (Adams in sod., 2016; 
Pitkänen in Hänninen, 2017). Zdravljenje običajno poteka le simptomatsko, pri hujših 
oblikah bolezni pa je potrebna terapija z antibiotiki. Najpogosteje se uporabljata 
ciprofloksacin (fluorokinolon) in eritromicin (makrolid) (Andlovic, 2002). 
 
Odkritje protimikrobnih zdravil ni le zmanjšalo smrtnosti zaradi bakterijskih okužb, ampak 
je njihova neustrezna in nekritična uporaba pri živalih, ki vstopajo v prehransko verigo 
človeka, evolucijo usmerila v razvoj odpornih vrst bakterij (Seme, 2002). S prenosom 
odpornih zoonotskih bakterij iz živali, preko kontaminirane hrane ali okolja na človeka, se 
poveča tveganje za neučinkovita zdravljenja proti bakterijskim okužbam, nevarnost pa 
predstavlja predvsem razširjenost in naraščanje števila odpornih sevov (Berce in sod., 
2004; Aarestrup in Engberg, 2001). 
 
Iz navedenih razlogov je pomembno, da se vzpostavijo programi za spremljanje stopnje 
rezistence v zoonotskih in indikatorskih bakterijah, izoliranih iz klavnih živali, živil in ljudi 
na najpomembnejša protimikrobna (WHO, 1997). Primerjalna analiza rezultatov za 
bakterije iz različnih okolij (naravnega, proizvodnega, bolnišničnega), bo omogočila 
spremljanje stopnje odpornosti in pomagala zagotoviti pravočasne informacije in ukrepe, 
koristne za humano in veterinarsko medicino (WHO, 1997; Kurinčič in sod., 2009). 
 
1.1 NAMEN IN CILJ EKSPERIMENTALNEGA DELA 
 
Namen našega eksperimentalnega dela je bila določitev minimalnih inhibitornih 
koncentracij (MIK) najpomembnejših protimikrobnih zdravil, ki se uporabljajo v 
veterinarski in humani medicini, za primerljivo število sevov bakterije Campylobacter 
jejuni, izoliranih iz proizvodnega (klavniškega) in naravnega okolja (površinskih voda). 
MIK je najnižja koncentracija antibiotika, ki inhibira vidno rast testnega organizma. 
Občutljivost oz. odpornost sevov na izbrane antibiotike smo določili po veljavnih 
smernicah pristojnih mednarodnih institucij. 
 
Konkreten cilj eksperimentalnega dela je bila določitev MIK, za klavniške in vodne seve 
C. jejuni, proti šestim protimikrobnim zdravilom (eritromicinu, ciprofloksacinu, 
tetraciklinu, gentamicinu, nalidiksni kislini in streptomicinu) na komercialno pripravljenem 
gojišču Sensititre™ EUCAMP2. 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
Predpostavili smo, da bodo bakterijski sevi iz klavniškega okolja izkazali večjo stopnjo 
odpornosti proti izbranim antibiotikom kot vodni izolati iste vrste.  
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2 
2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 ZNAČILNOSTI RODU Campylobacter 
 
Kampilobaktri so nesporotvoren, oksidaza pozitiven, Gram-negativen rod črevesnih 
bakterij. So nefermentabilne bakterije, sladkorjev pa ne morejo izkoriščati niti oksidativno, 
zato njihova presnova temelji na izkoriščanju aminokislin in intermediatov cikla citronske 
kisline kot primarnih virov energije (Pitkänen in Hänninen, 2017; Adams in sod., 2016). 
Sevi vrste Campylobacter jejuni so gibljivi, zaradi prisotnosti flagela na enem ali obeh 
polarnih koncih bakterije, kar pripomore k njihovi gibljivosti in tudi patogenosti (Foley in 
Nayak, 2012).  
 
Pod mikroskopom so kampilobaktri vidni kot spiralno zavite palčke, velike od 0,2-5,0 μm 
in široke 0,2-0,9 μm (Humphrey in sod., 2007). Na agarju tvorijo okrogle, ploske kolonije 
z gladkimi robovi. Vidni so kot debela, prosojno siva plast, kot je prikazano na Sliki 1 
(Hunt in sod., 2001). 
 
 
Slika 1: Značilna rast kampilobaktrov na selektivnem agarskem gojišču (foto: Miljevič E.) 
Bakterije Campylobacter se od drugih patogenih bakterij razlikujejo v tem, da so 
mikroaerofilne in kapnofilne. Najbolje rastejo v atmosferi s 5 % koncentracijo O2, 10 % 
CO2 in 85 % N2. Temperaturno območje, v katerem rastejo, je med največ 46 °C in 
najmanj 30 °C (Humphrey in sod., 2007). Njihova optimalna temperatura rasti pa je med 
42-45 °C (Adams in sod., 2016). Čeprav zahtevajo termofilne pogoje rasti, so 
kampilobaktri občutljivi na visoke temperature, zato jih pasterizacija, kuhanje in cvrenje 
inaktivirajo (Pitkänen in Hänninen, 2017). Vrsta je zelo občutljiva na zamrzovanje, 
sušenje, kislo okolje (pH ≤ 5.0) in slanost (Altekruse in sod., 1999). 
 
Zaradi njihovih posebnih zahtev glede rasti so zelo težko kultivabilne. Gojimo jih na 
selektivnem mediju z dodatkom krvi in protimikrobnimi agensi pri 42 °C v mikroaerofilnih 
pogojih za 24 h (Adams in sod., 2016). Ravno zaradi posebne atmosfere in temperature 
rasti, je njihova sposobno razmnoževanja zunaj živalskega gostitelja omejena. Za razliko 
od drugih patogenih mikroorganizmov, ki se prenašajo s hrano, se kampilobaktri v hrani ne 
morejo razmnoževati, lahko pa v njej preživijo (Park, 2002). Bakterijske celice se pri 
temperaturah hladilnika ne razmnožujejo, ampak so še vedno metabolno aktivne, kar lahko 
predstavlja vir kontaminacije v hladni verigi živil (Adams in sod., 2016). 
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V neugodnih razmerah (oksidativni stres, nizke temperature, pomanjkanje hranil) ali zaradi 
staranja preidejo v živo, a nekultivabilno stanje (angl. Viable But Non-Culturable 
(VBNC)), ki ga pogosto spremlja morfološka sprememba oblike iz spiralne v kokoidno. To 
je mirujoče stanje, ko bakterija ni kultivabilna, vendar je vseeno metabolno aktivna in se v 
ugodnih razmerah povrne v prvotno obliko (Klančnik, 2006). Izvor seva in stanje kulture 
sta pomembna dejavnika, ki vplivata na dolžino preživetja VBNC celic v določenem 
okolju (Pitkänen in Hänninen, 2017). Lovilci kisika, kot sta hemin in aktivno oglje, kot 
tudi mikroaerofilne razmere in obogatitev gojišča s hranili, lahko znatno izboljšajo njihovo 
okrevanje (Hunt in sod., 2001). 
 
Široko paleto črevesja živali kolonizirajo bakterije vrste C. jejuni v črevesju kot komenzali. 
V visokem številu so zlasti prisotni v perutnini, divjih pticah, govedu, ovcah in tudi 
domačih živalih. Vodni izolati kampilobaktrov pa verjetno izvirajo iz nedavne fekalne 
kontaminacije vode z vodnimi pticami ali odtokov gnoja klavnih živali (Pitkänen in 
Hänninen, 2017; Humphrey in sod., 2007).  
 
2.1.1 Prenos bakterij Campylobacter jejuni v okolju in v/na živila 
 
Najpogostejši prenašalci C. jejuni, preko katerih se okužijo ljudje, so kontaminirana živila, 
predvsem nezadostno termično obdelana perutnina (najpogosteje piščanec) in surovo 
mleko. Redkeje se prenašajo z neklorirano pitno vodo in preko domačih živali, manj 
pogosteje pa direktno iz človeka na človeka (Adams in sod., 2016). 
 
Kot del naravne mikrobiote gastrointestinalnega trakta toplokrvnih živali C. jejuni zlahka 
najde svojo pot do mesa, saj se trupi med zakolom in evisceracijo pogosto onesnažijo z 
vsebino črevesja (Adams in sod., 2016). Rezultati vzorčenj živil, ki jih je izvedla 
Veterinarska uprava Republike Slovenije (VURS, 2016), so pokazali, da je bilo od 149 
vzorcev svežega mesa perutnine z bakterijami vrste Campylobacter spp. kontaminiranih 
kar 126, to je 84,5 %. S hlajenjem trupov se število bakterij sicer znatno zmanjša, kar je 
povezano predvsem z dehidracijo površine, ki se odvija med hlajenjem, vendar se 
perutninski trupi zaradi večje površine hladijo hitreje in trpijo manj površinskega sušenja, 
kar skupaj s teksturo kože povečuje preživetje bakterij (Adams in sod., 2016).  
 
Zaradi fekalne kontaminacije ali mastitisa na kmetijah mlečnih pasem krav, se lahko 
kampilobaktri pojavijo tudi v surovem mleku. Večina okužb z mlekom je posledica 
nepravilnega postopka pasterizacije mleka. Možne pa so tudi post-pasterizacijske 
kontaminacije mleka npr. med transportom. Zaradi nizke vrednosti pH in aw mlečni izdelki 
ne predstavljajo vira okužbe (Adams in sod., 2016). V študiji, ki so jo naredili Shivani in 
sod. (2015), so vključili 240 vzorcev mleka in mlečnih izdelkov, od katerih jih je bilo 7 
(2,91 %) pozitivnih na prisotnost C. jejuni. Kontaminirani so bili samo vzorci surovega 
mleka in noben vzorec mlečnih izdelkov. 
 
Površinske vode običajno niso naraven rezervoar za kampilobaktre, ampak služijo le kot 
medij za prenos bakterij (Thomas in sod., 1998) saj, kot navajajo Bolton in sod. (1987), se 
kampilobaktri niso zmožni razmnoževati izven gostitelja in v vodi preživijo bistveno manj 
časa kot običajni indikatorji fekalne onesnaženosti voda. Jones (2001) je združil številne 
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študije o kampilobaktrih v vodah in prišel do ugotovitve, da je njihova prisotnost v 
površinskih vodah posledica kontaminacije vode z živalskimi iztrebki, kmetijskimi odtoki 
in kanalizacijo. Njihovo število niha skozi leto in je odvisno predvsem od stopnje 
kontaminacije in hidrologije vodotokov, pomembno pa je predvsem njihovo preživetje 
skozi hladni del leta. Takrat namreč preidejo v stanje, ko so živi a niso kultivabilni 
(VBNC), vendar pa imajo VBNC celice vseeno pomembno vlogo pri prenosu okužb 
(Bolton in sod., 1987; Jones, 2001; Thomas in sod., 1998; Pitkänen in Hänninen; 2017). V 
študiji, o kateri poročajo Kurinčič in sod. (2009) so v Sloveniji ugotavljali prisotnost 
kampilobaktrov v 679 vzorcih površinskih vod, od katerih je bilo 55 (8,1 %) pozitivnih in 
trije (1,2 %) od 249 vzorcev pitne vode. Prišli so do enake ugotovitve kot Jones in Hobbs 
(1996) in sicer, da so kampilobaktri prisotni predvsem v vzorcih, ki so bili odvzeti ob 
pomembnejših kmetijskih in industrijskih središčih. Njihove prisotnosti pa ne smemo 
izključiti iz oddaljenih regij, saj so tam lahko še vedno prisotni zaradi kontaminacije z 
divjimi živalmi ali prehoda fekalij v plovne poti (Pitkänen in Hänninen, 2017). 
 
Kloriranje vode in ustrezna termična obdelava živil naj bi zagotovila varnost živil, vendar 
so glavne poti okužbe predvsem navzkrižne kontaminacije surovega in termično 
obdelanega mesa (Adams in sod., 2016). 
 
2.1.2 Patogeneza 
 
Točni mehanizmi, s katerimi Campylobacter povzroča črevesne bolezni, še niso povsem 
znani. Bilo pa je dokazano, da so precej invazivni v mešanih celičnih kulturah in opazni so 
bili številni toksini (Adams in sod., 2016). C. jejuni je sposoben sintetizirati toplotno 
občutljiv enterotoksin, ki je soroden toksinu vibrija kolere, in citotoksin (Andlovic, 2002). 
Mehanizmi, s katerimi C. jejuni povzroča vidne simptome bolezni, še vedno niso povsem 
znani. V zaporedju genoma ni bilo najdenih nobenih sekvenc, ki bi bile povezane s tvorbo 
toksinov, ki povzročajo drisko in druge pogoste simptome (Foley in Nayak, 2012). 
 
Infektivna doza je odvisna od številnih dejavnikov, vključno z virulenco seva, medija 
prenosa bakterij in občutljivosti posameznika. Gibljivost, kemotaksa in spiralna oblika 
celic so pomembni dejavniki, ki pripomorejo k virulentnosti bakterije, ker ji omogočajo, da 
prodre v viskozno sluznico, ki pokriva epitelne celice črevesja. Kampilobaktri običajno 
nimajo fimbrij, imajo pa verjetno druge adhezine, ki jim omogočajo pritrditev na epitelne 
celice, ko so prodrli skozi plast mukusa. Študije so dokazale, da sladkor L-fruktoza, 
številne aminokisline in črevesni mukus povzročajo kemotaktični odziv (Adams in sod., 
2016). Ko bakterije tega rodu kolonizirajo prebavni trakt, so pomembne naslednje možne 
virulentne determinante: pridobivanje železa, invazija gostiteljskih celic, proizvodnja 
toksinov, vnetje in aktivno izločanje serozne tekočine iz epitelnih celic (Ketley, 1997). 
 
2.1.3 Epidemiologija 
 
Kampilobaktri so v naravi zelo razširjeni in živijo kot komenzali ali povzročitelji bolezni v 
prebavilih, sečilih in rodilih številnih živali. Bolezni, ki jih povzročajo, imenujemo 
kampilobakterioze. To so zoonoze (bolezni, ki se prenašajo iz živali na ljudi), ki so zelo 
razširjene po svetu. Človek se najpogosteje okuži z uživanjem okužene hrane, mleka, vode 
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ali z neposrednim stikom z živalmi, redkeje ljudmi (Andlovic, 2002). Bolj ogroženi so 
predvsem otroci, starostniki in nosečnice. Odrasli ljudje z normalo razvitim imunskim 
sistemom se le redko okužijo (Pitkänen in Hänninen, 2017). Okužbe s kampilobaktri so 
ponavadi sporadične, izbruhi pa so precej redki in večina jih ostane neprijavljenih. Viri 
okužb običajno ostanejo neidentificirani (Adams in sod., 2016).  
 
Kampilobaktri so glavni povzročitelj bakterijskih gastroenteritisov v Sloveniji. Pri ljudeh 
je najpogostejši povzročitelj Campylobacter jejuni, ki predstavlja 76 % vseh prijav 
(VURS, 2016). Glavni simptomi so povišana telesna temperatura, driska, krči v trebuhu in 
bruhanje. Blato je vodeno ali lepljivo, lahko vsebuje tudi kri in fekalne levkocite. Drugi 
simptomi pogosto vključujejo tudi bolečine v trebuhu, slabost, glavobol in bolečine v 
mišicah. Bolezen traja običajno od 2 do 10 dni (Foley in Nayak, 2012). Komplikacije pri 
okužbi s C. jejuni so redke in se pojavljajo kot zunaj črevesna vnetja npr. meningitis. 
Možni zapleti so še reaktivni artritis, sepsa, nodozni eritem itd. Izkazalo se je, da 
Campylobacter lahko povzroča tudi hudo nevrološko bolezen, Guillan-Barre sindrom 
(Andlovic, 2002; Adams in sod., 2016). 
 
V večini primerov driska izgine sama po sebi in je potrebno le simptomatično zdravljenje z 
nadomeščanjem tekočine in elektrolitov. Pri hujši obliki bolezni, ki poteka s povišano 
telesno temperaturo, krvavo drisko in traja dlje kot en teden, je potrebno zdravljenje z 
antibiotiki (Andlovic, 2002). Najpogosteje se uporabljata eritromicin (makrolid) in 
ciprofloksacin (fluorokinolon) (Foley in Nayak, 2012). Da bi preprečili tovrstne okužbe z 
živili, se priporoča vzdrževanje ustrezne higiene pri pripravi mesa, zadostna toplotna 
obdelava mesa, pasterizacija mleka in kloriranje vode (Andlovic, 2002). 
 
2.2 PROTIMIKROBNA ZDRAVILA 
 
Protimikrobna zdravila uporabljamo za zdravljenje bolezni, ki jih povzročajo 
mikroorganizmi. Zdravljenje s protimikrobnimi sredstvi pa imenujemo kemoterapija. 
Izvajamo jo z antibiotiki in kemoterapevtiki (Kobal in Snoj, 2015). Antibiotiki so naravni 
produkti sinteze mikroorganizmov, pridobljeni iz gliv in bakterij. Z njimi preprečujemo 
rast in razmnoževanje bakterij. Sodobni antibiotiki so večinoma kemoterapevtiki in so 
izdelani s sintezo ali kemijsko modifikacijo naravnega antibiotika (Kotnik, 2002). V 
nadaljevanju bom ne glede na poreklo protimikrobna zdravila navajala tudi kot antibiotike.  
 
Protimikrobna zdravila delimo v skupine glede na mehanizme delovanja in kemično 
zgradbo. Po načinu delovanja na bakterije so lahko bakteriocidni ali bakteriostatični. 
Bakteriocidna protimikrobna zdravila poškodujejo mikroorganizem tako, da se ni več 
zmožen razmnoževati, medtem ko bakteriostatični samo začasno preprečijo njihovo 
razmnoževanje. Ko se koncentracija protimikrobnega zdravila zmanjša, preneha tudi 
njegovo protimikrobno delovanje in mikroorganizem se lahko naprej razmnožuje (Kotnik, 
2002). 
 
Protimikrobna zdravila imajo zelo različne mehanizme delovanja in ciljna mesta, kjer 
delujejo, zato jih razdelimo v 4 glavne skupine, in sicer na takšne, ki: 
- preprečujejo sintezo celične stene, 
- delujejo na sintezo znotrajceličnih beljakovin, 
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- vplivajo na sintezo jedrnih kislin, 
- ovirajo dejavnosti, povezane s citoplazemsko membrano (Kotnik, 2002). 
 
Najpomembnejše skupine protimikrobnih zdravil, ki se uporabljajo v humani in 
veterinarski medicini, za zdravljenje bakterijskih okužb so:  
 
a) Aminoglikozidi so naravne spojine, ki so po kemijski zgradbi aminosladkorji 
(Marolt Gomišček, 1999). Mednje sodijo streptomicin, dihidrostreptomicin, 
neomicin, kanamicin, gentamicin, tobramicin, netilmicin, amikacin, apramicin in 
spektinomicin, ki so si po kemijski strukturi in načinu delovanja precej podobni. Z 
vezavo na ribosomsko podenoto 30S imajo bakteriociden učinek, saj s tem 
onemogočijo vezavo mRNK na ribosom in motijo oz. preprečujejo sintezo 
proteinov. Motijo procese translacije pri tvorbi proteinov, ker se zaradi njihovega 
protimikrobnega delovanja sinteza konča predčasno ali pa se vgradijo napačne 
aminokisline in s tem nastanejo nefunkcionalni proteini (Kobal in Snoj, 2015). 
 
b) Kinoloni so derivati karboksilne skupine, z vgraditvijo fluora in piperazilinske 
skupine pa so sintetizirali še fluorokinolone, kateri imajo širši spekter delovanja in 
se uporabljajo za sistemska zdravljenja okužb (Marolt Gomišček, 1999). Glede na 
širino protimikrobnega delovanja jih razvrščamo v štiri generacije: prva generacija 
(kinoloni): nalidiksna kislina in flumekvin, druga generacija (fluorokinoloni): 
enrofloksacin, ciprofloksacin, marbofloksacin, orbifloksacin in norofloksacin, tretja 
generacija (fluorokinoloni): sparfloksacin, levofloksacin, deanofloksacin in 
pradofloksacin in četrta generacija (fluorokinoloni): klinafloksacin in 
moksifloksacin (Kobal in Snoj, 2015). Na bakterije delujejo bakteriostatično, tako 
da zavirajo encim DNK-girazo, kateri sodeluje pri transkripciji in podvojevanju 
bakterijske DNK, tako da omogoča pravilno oblikovanje bakterijskega kromosoma 
(Marolt Gomišček, 1999; Kobal in Snoj, 2015). Pomembna indikatorska substanca 
za ugotavljanje bakterijske odpornosti in vitro je nalidiksna kislina, saj odpornost 
proti njej pomeni odpornost prosti vsem fluorokinolonom (Kobal in Snoj, 2015). 
 
c) Makrolidni antibiotiki imajo v svoji kemijski zgradbi makrociklični laktonski obroč 
s 14 ali 16 členi. V manjših koncentracijah delujejo bakteriostatično, v večjih pa 
bakteriocidno (Kotnik, 2002). V to skupno antibiotikov spadajo eritromicin, tilozin, 
tilmikozin, tulatromicin, klaritromicin, spiramicin, azitromicin in telitromicin. 
Njihovo protibakterijsko delovanje je posledica vezave na ribosomsko podenoto 
50S, kjer motijo sintezo proteinov (Kobal in Snoj, 2015).  
 
d) Tetraciklini so bakteriostatični antibiotiki s širokim spektrom delovanja. Vežejo se 
na ribosomsko podenoto 30S, s tem onemogočijo vezavo aminoacil-tRNK na 
akceptorsko mesto in preprečijo sintezo beljakovin (Kotnik, 2002). V to skupino 
spadajo klorotetraciklin, oksitetraciklin, doksiciklin in tetraciklin (Kobal in Snoj, 
2015). 
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2.2.1 Razvoj bakterijske odpornosti 
 
Uporaba protimikrobnih zdravil ni le zmanjšala smrtnosti zaradi infekcijskih bolezni, 
ampak je privedla tudi do postopnega razvoja odpornosti (rezistence) bakterijskih sevov 
proti posameznim ali celo več različnim protimikrobnim zdravilom (Seme, 2002). Velik 
vpliv na razvoj rezistence pri bakterijskih sevih, ki povzročajo zoonoze, je imela uporaba 
protimikrobnih zdravil pri živalih, ki vstopajo v prehransko verigo človeka. S 
protimikrobno terapijo pri živalih namreč niso dosegli le zmanjšanja števila zoonotskih 
bakterij v prehranski verigi, temveč je uporaba protimikrobnih zdravil, kot pospeševalcev 
rasti, prinesla tudi ekonomske prednosti pri reji živali. Neželen, vendar skoraj neizogiben 
učinek antibiotikov je selektivni pritisk na občutljivejše seve, kar vodi do selekcije 
odpornih sevov bakterij v ekosistem (Berce in sod., 2004). 
 
Odpornost mikroorganizmov je lahko naravna, pridobljena ali navidezna (Kobal in Snoj, 
2015). O naravni odpornosti lahko govorimo, kadar je celotna bakterijska vrsta ali rod 
odporna proti neki skupini antibiotikov, ker nimajo tarčnih mest, na katera deluje 
posamezna skupina antibiotikov (Seme, 2002). Pojavljanje pridobljene odpornosti je 
nepredvidljivo. Razvili so jo posamezni sevi z naključnimi spremembami v bakterijskem 
genomu, ki so jim omogočili preživetje kljub prisotnosti protimikrobnega zdravila (Kobal 
in Snoj, 2015). Navidezna odpornost mikroorganizmov se pojavi zaradi neobičajne 
presnove posameznega antibiotika pri nekaterih pacientih (Seme, 2002). 
 
Poznanih je 5 osnovnih mehanizmov bakterijske odpornosti proti antibiotikom:  
- sprememba tarčnega mesta oz. prijemališča antibiotika, 
- encimska razgradnja antibiotika, 
- neprepustnost oz. zmanjšana prepustnost celične membrane za antibiotik, 
- sprememba presnovne poti, na katero deluje antibiotik, 
- aktivno izčrpavanje antibiotika iz bakterijske celica z aktivnim prenosom (Seme, 
2002). 
 
Zaradi velikih količin antibiotikov, ki se uporabljajo pri ljudeh in živalih, lahko pride tudi 
do pojava večkratne odpornosti bakterij na protimikrobna zdravila. Poznana sta dva 
mehanizma večkratne odpornosti. Prvi je akumulacija genov na plazmidih ali transpozonih, 
kjer vsak kodira rezistenco proti specifičnemu antibiotiku. Drugi mehanizem večkratne 
odpornosti se pojavi zaradi povečane ekspresije genov, ki kodirajo izlivne črpalke, ki 
izločajo širok spekter protimikrobnih zdravil (Nikaido, 2009). 
 
Bistvenega pomena za občutljivost mikroorganizmov na določeno protimikrobno zdravilo 
je delujoča koncentracija protimikrobnega zdravila. Najmanjšo koncentracijo v in vitro 
pogojih, ki inhibira vidno rast neke vrste mikroorganizmov, imenujemo minimalna 
inhibitorna koncentracija (MIK). Mikroorganizem označimo kot občutljiv (angl. 
Susceptible (S)), na ravni protimikrobne aktivnosti, ki je povezana z veliko verjetnostjo 
uspešnega terapevtskega zdravljenja. Odporen (angl. Resistant (R)) je tisti bakterijski sev, 
pri katerem obstaja velika verjetnost, da bo zaradi njegove protimikrobne aktivnosti 
zdravljenje neuspešno (ISO 20776-1:2006). 
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Neustrezna in nekritična (npr. spodbujanje rasti klavnih živali) uporaba protimikrobnih 
zdravil usmerjata evolucijo medicinsko pomembnih bakterij v razvoj odpornosti vrst, kar 
se v praksi kaže kot neuspešna protimikrobna zdravljenja. Da bi preprečili širjenje 
odpornosti bakterijskih sevov na protimikrobna zdravila, moramo preprečevati neustrezne 
in nekritične uporabe antibiotikov, imeti dober nadzor nad pojavljanjem odpornih sevov in 
nadzor okužb v bolnišnicah (Seme, 2002). 
 
2.2.1.1 Odpornost vrste Campylobacter jejuni 
 
Campylobacter jejuni je ena izmed glavnih povzročiteljic gastrointestinalnih infekcij na 
svetu. Vir infekcij pri ljudeh je običajno kontaminirana hrana, zato je prisotnost sevov, 
odpornih proti makrolidom in fluorokinolonom vzbudila skrbi glede zdravljenja človeških 
okužb (Engberg in sod., 2001). Za zdravljenje gastroenteritisa, ki ga povzročajo 
kampilobaktri, običajno ni potrebna kemoterapija. V redkih primerih, ko pa je zdravljenje 
potrebno, se uporabljata eritromicin (makrolid) in ciprofloksacin (fluorokinolon) (Berce in 
sod., 2004). EFSA/ECDC (2018) poroča, da je bilo leta 2016 v Sloveniji 66,4 % humanih 
izolatov C. jejuni odpornih proti ciprofloksacinu. Odpornost proti eritromicinu pa je bila 
relativno nizka (0,4 %). Visok delež (37,2 %) humanih izolatov je bil odporen tudi proti 
tetraciklinu. Zaradi vedno večje in pogostejše odpornosti sevov C. jejuni na protimikrobna 
zdravila je postalo obvladovanje kliničnih primerov infekcij oteženo. Protimikrobna 
odpornost lahko podaljša trajanje bolezni in otežuje zdravljenje bolnikov (Altekruse in 
sod., 1999). 
 
V kampilobaktrih so tarčne mutacije in aktivni izliv glavni vzroki za razvoj odpornosti 
proti makrolidnim antibiotikom. Rezistenca je posledica mutacije tarčnega mesta 
makrolidov na ribosomu, ki so posledica točkovnih mutacij na 23S rRNK genu in/ali 
posttranslacijskih modifikacij na ribosomskih proteinih L4 in L22. Pogost mehanizem 
odpornosti proti makrolidom je aktivni transport skozi celično membrano (Luangtongkum 
in sod., 2009). Izlivne črpalke so pomemben intrinzični dejavnik rezistence, saj znižujejo 
znotrajcelično koncentracijo antibiotika in omogočajo bakterijam preživetje pri višjih 
koncentracijah antibiotikov (Blair in sod., 2014). 
 
Fluorokinolonska rezistenca je posledica mutacije genov, ki kodirajo encim DNK-girazo in 
le redko topoizomerazo IV ali aktivnega izliva skozi nespecifične izlivne črpalke. 
Kloniranje in sekvenciranje DNK-giraze je pokazalo, da so mutacije na mestih Thr-86, 
Asp-90 in Ala-70 odgovorne za rezistenco. Mutacije na mestu Thr-86 so odgovorne za 
večjo odpornost proti nalidiksni kislini in ciprofloksacinu, kot mutacije na mestih Asp-90 
ali Ala-70 (Ruiz in sod., 1998; Wang in sod., 1993). Še večja stopnja odpornosti se je 
izkazala pri mutaciji na dveh mestih, na mestu Thr-86 v DNK-girazi in mestu Arg-139 v 
topoizomerazi IV (Gibreel in sod., 1998). 
 
Odpornost proti tetraciklinom se lahko razvije s štirimi različnimi mehanizmi: izlivnimi 
črpalkami, modifikacijami tetraciklina, zaščita ribosomskega mesta vezave tetraciklina in 
mutacije na 16S rDNK. V C. jejuni se geni, ki kodirajo odpornost proti tetraciklinom, 
nahajajo na samo prenosljivih plazmidih, bili so identificirani kot ribosomski zaščitni geni 
in poimenovani tet(O) (Roberts, 1996). 
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Število odpornih sevov, izoliranih iz ljudi, proti makrolidom in fluorokinolonom, je 
odvisno od številnih dejavnikov, vključno z veterinarsko uporabo makrolidov 
(protimikrobno zdravilo/ promotor rasti) in fluorokinolonov (protimikrobno zdravilo), v 
povezavi s predhodnimi kemoterapijami, izvorom izolatov (otroci, odrasli, starostniki), 
nedavnimi potovanji in metodo vzorčenja. Številne študije so dokazale prisotnost istih 
serotipov in genotipov izolatov C. jejuni iz ljudi in klavnih živali.  Torej lahko povežemo 
odpornost humanih izolatov z izpostavljenostjo klavnih izolatov protimikrobnim sredstvom 
tekom reje (Engberg in sod., 2001). 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 POTEK DELA 
 
 
 
Slika 2: Postopek eksperimentalnega dela.  
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3.2 MATERIAL 
 
3.2.1 Mikroorganizmi 
 
Pri določanju odpornosti sevov bakterije Campylobacter jejuni iz naravnega in 
proizvodnega okolja na protimikrobna zdravila  smo uporabili 8 klavniških in 8 vodnih 
sevov iz zbirke Laboratorija za živilsko mikrobiologijo, Katedre za biotehnologijo, 
mikrobiologijo in varnost živil (Biotehniška fakulteta, Univerza v Ljubljani). Sevi so bili 
izolirani v Sloveniji, v perutninski klavnici tekom raziskovalnega projekta in iz površinskih 
vod tekom monitoringa njihove mikrobiološke kakovosti,  v istem časovnem obdobju. 
 
Preglednica 1: Seznam sevov C. jejuni, ki smo jih uporabili pri poskusu. 
Laboratorijska oznaka seva 
Klavniški sevi Vodni sevi 
B949 B640 
B955 B718 
B957 B751 
B964 B935 
B972 B987 
B975 B988 
B977 B989 
B979 1064 
 
3.2.2 Gojišča in raztopine 
 
a) Gojišča 
Pri eksperimentalnem delu smo uporabili gojišča, ki so navedena v Preglednici 2. Vsa 
gojišča so bila pripravljena po navodilih proizvajalca in nato sterilizirana v avtoklavu za 15 
min pri 121 °C in 1,1 baru tlaka. Tekoča gojišča smo hranili v steklenicah, trdna pa smo 
razlili v petrijeve plošče in jih do uporabe hranili v hladilniku pri 4 °C. 
 
Preglednica 2: Mikrobiološka gojišča, proizvajalci in referenčne številke. 
Gojišče Proizvajalec Referenčna številka 
Campylobacter Agar Base (Karmali) Oxoid CM0935 
Campylobacter Selective Supplement (Karmali) Oxoid SR0167 
Mueller-Hinton Agar (MHA) Oxoid CM0337 
Mueller-Hinton Broth (MHB) Oxoid CM0405 
 
b) Raztopine 
 
Preglednica 3: Raztopine, proizvajalci in države porekla. 
Raztopina Proizvajalec Država porekla 
Dimetilsulfoksid Merck Nemčija 
Menadion Sigma Aldrich Nemčija 
Resazurin Sigma Aldrich Nemčija 
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3.2.3 SensititreTM  EUCAMP2 (TREK Diagnostic Systems) 
 
SensititreTM  EUCAMP2 (TREK Diagnostic Systems) je komercialno pripravljena 
mikrotitrska ploščica, ki vsebuje 6 protimikrobnih zdravil v naraščajočih koncentracijah 
(eritromicin, ciprofloksacin, tetraciklin, gentamicin, nalidiksno kislino in streptomicin). 
Namenjena je kvantitativnemu in kvalitativnemu določanju minimalne inhibitorne 
koncentracije (MIK). 
 
Mikrotitrska ploščica je sestavljena iz kolon označenih od 1 do 12 in vrstic označenih s 
črkami od A do H. Namen analize je bil določiti MIK proti 6 različnim antibiotikom, zato 
smo ploščico razdelili na 2 dela in lahko hkrati analizirali 2 seva kot je prikazano na Sliki 
3. Vsaka polovica ploščice vsebuje po 2 luknjici namenjeni pozitivni kontroli. Če na 
pozitivni kontroli, katera ne vsebuje protimikrobnega zdravila, ni rasti, so vsi dobljeni 
rezultati neveljavni. 
 
 
Slika 3: Prikaz Sensititre™ EUCAMP2 mikrotitrske ploščice. 
 
3.2.4 Laboratorijski pribor in oprema 
 
Pri laboratorijskem delu smo uporabljali naslednji pribor, opremo in aparature: 
- Anaerobni lonci (Oxoid, Velika Britanija) 
- Analitska tehtnica (Sartorus analytic, Nemčija) 
- Avtoklav (Sutjeska, Srbija) 
- Brisi (L&R, Nemčija) 
- Cepilne zanke (VWR, Velika Britanija) 
- Falkonke 
- Inkubator (Kambič, Slovenija) 
- Laboratorijska halja 
- Laminarij (Thermo Scientific, ZDA) 
- Kivete (STARSTEDT, Nemčija) 
- Merilni valji 
- Multikanalna pipeta (Eppendorf, Nemčija) 
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- Nastavki za pipete (Eppendorf, Nemčija) 
- Petrijeve plošče (STARSTEDT, Nemčija) 
- Pipete (Eppendorf, Nemčija) 
- Plinska jeklenka z mešanico plinov (Istragas, Slovenija) 
- Plinski gorilnik (USBECK, Nemčija) 
- Rokavice 
- Spektrofotometer (Thermo Scientific, ZDA) 
- Stresalnik mikrotitrskih ploščic (Eppendorf, Nemčija) 
- Tehtnica (Mettler toledo, Švica) 
- Vodna kopel (HAAKE, Nemčija) 
- Vrtinčni mešalnik (IKA, Belgija) 
 
3.3 METODE DELA 
 
3.3.1 Revitalizacija kulture 
 
Seve C. jejuni, ki so bili shranjeni v raztopini glicerola (30 %) in gojišča MHB (70 %) pri  
-80 °C, smo revitalizirali tako, da smo polno cepilno zanko zamrznjene kulture prenesli na 
selektivno gojišče Karmali in jo enakomerno razmazali po celotni površini gojišča. Sledila 
je inkubacija pri 42 °C za 24 h v mikroaerofilni atmosferi. Mikroaerofilno atmosfero smo 
dosegli s prepihovanjem škatle, ki je vsebovala vzorce, z mešanico plinov – 85% N2, 10% 
CO2 in 5% O2. 
 
3.3.2 Precepljanje kulture 
 
Revitalizirane seve smo prenesli iz selektivnega gojišča Karmali na neselektivno gojišče 
MHA in jih inkubirali pri 42 °C, 24 h v mikroaerofilni atmosferi. 
 
3.3.3 Določanje MIK sedmih protimikrobnih zdravil na komercialno pripravljenih 
mikrotitrskih ploščicah SensititreTM  EUCAMP2 (TREK Diagnostic Systems) 
 
Postopki priprave vzorca so potekali po navodilih proizvajalca. 
 
3.3.3.1 Priprava kulture 
 
Kulturo iz MHA gojišča smo z brisom resuspendirali v 5 ml tekočega gojišča MHB in vse 
skupaj dobro premešali z vrtinčnim mešalnikom. Z brisom smo prenesli tako količino 
kulture, da je bila OD600nm (optična gostota), ki smo jo izmerili na spektrofotometru, 0,1, 
saj je bila takrat koncentracija 5*107 CFU/ml. 
 
3.3.3.2 Redčenje kulture 
 
Nato smo kulturo razredčili do koncentracije 5*105 CFU/ml, tako da smo prenesli 100 𝜇l 
suspenzije iz 5 ml MHB v 10 ml MHB gojišča. 
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3.3.3.3 Inokulacija 
 
Suspenzijo smo prelili iz 10 ml falkonke v sterilno petrijevo ploščo. Z multikanalno pipeto 
smo prenesli v vsako luknjico mikrotitrske ploščice po 100 𝜇l pripravljenega inokuluma. 
Na vsako polovico ploščice smo dali drug sev. Pred 24 h inkubacijo pri 42 °C v 
mikroaerofilnih pogojih, samo ploščico prekrili s perforirano adhezivno folijo. 
 
3.3.3.4 Raztopina za določanje živosti celic 
 
Za pripravo raztopine za določanje živosti celic smo natehtali 0,0028 g resazurina in ga 
raztopili v 1 ml sterilne destilirane vode ter dobro premešali. V raztopino smo dodali 9 ml 
MHB gojišča in vsebino porazdelili v mikrocentrifugirke, v vsako po 900 𝜇l in v vsako 
dodali še po 100 𝜇l raztopine menadiona, ki smo jo pripravili tako, da smo 0,0014 mg 
menadiona raztopili v 1 ml raztopine dimetilsulfoksida. 
 
3.3.3.5 Določanje MIK 
 
Po končani inkubaciji smo odčitali rezultate. Najprej vizualno, tako da smo pogledali skozi 
dno ploščice in tam kjer je bila rast, je bila zaznavna motnost (t.i. gumb na dnu luknjice). 
Za potrditev rezultatov smo dodali v vsako luknjico po 10 𝜇l resazurina, ki je po 2 h 
inkubaciji pri 42 °C v mikroaerofilni atmosferi, obarval žive celice roza-vijolično. 
 
MIK smo določili v prvi luknjici v stolpcu, v kateri ni bilo zaznavne vidne rasti (kot je 
prikazano na Sliki 4), torej ni bila obarvana oz. kot najnižjo koncentracijo antibiotika, ki 
inhibira vidno rast testnega organizma. 
 
Ko ni bilo vidne rasti na pozitivni kontroli, smo celoten poskus ponovili. 
 
 
Slika 4: Primer določanja MIK na SensititreTM  EUCAMP2 mikrotitrski ploščici (foto: Miljevič E.).  
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
 
4.1 REZULTATI DOLOČANJA MIK 
 
V eksperimentalnem delu naloge smo določili MIK šestih protimikrobnih zdravil za 8 
klavniških in 8 vodnih sevov bakterije C. jejuni. Odpornost smo določali na komercialno 
pripravljenih mikrotitrskih ploščicah SensititreTM EUCAMP2 s šestimi protimikrobnimi 
zdravili: eritromicinom, ciprofloksacinom, tetraciklinom, gentamicinom, nalidiksno kislino 
in streptomicinom. 
 
Vrednost MIK je najnižja koncentracija antibiotika, ki inhibira rast testnega organizma. 
Občutljivost oz. odpornost sevov na antibiotike smo določali po veljavnih smernicah 
EURL-AR (EU Reference Laboratory for Antimicrobial Resistance) (EUCAST, 2013). 
Odporne seve smo označili s črko R in imajo vrednost MIK višjo od vrednosti iz smernic 
EURL-AR v Preglednici 4. Občutljive seve smo označili s črko S in imajo vrednost MIK 
enako ali manjšo kot v smernicah EURL-AR. 
 
Preglednica 4: Smernice EURL-AR za interpretacijo rezultatov poskusa določitve protimikrobne odpornosti 
(R) za Campylobacter jejuni (EUCAST, 2013). 
Antibiotiki MIK (𝜇g/ml) (R>) 
Eritromicin (ERY) 4 
Ciprofloksacin (CIP) 0,5 
Tetraciklin (TET) 1 
Gentamicin (GEN) 2 
Nalidiksna kislina (NAL) 16 
Streptomicin (STR) 4 
 
4.1.1 Rezultati sevov iz proizvodnega (klavniškega) okolja 
 
Analizirali smo 8 sevov C. jejuni, osamljenih iz proizvodnega (klavniškega) okolja. V 
Preglednici 5 so rumeno označeni sevi, ki so glede na smernice EURL-AR odporni proti 
posameznemu antibiotiku. 
 
Preglednica 5: Prikaz vrednosti MIK za eritromicin, ciprofloksacin, tetraciklin, gentamicin, nalidiksno 
kislino in streptomicin ter pripadajočo interpretacijo za odporne (R) in občutljive (S) seve C. jejuni iz 
proizvodnega (klavniškega) okolja. 
Sev 
C. 
jejuni 
MIK (𝜇g/ml) 
ERY R/S CIP R/S TET R/S GEN R/S NAL R/S STR R/S 
B949 2 S 16 R <0,5 S 0,25 S 64 R 0,5 S 
B955 <1 S 0,25 S 4 R 0,25 S 2 S 1 S 
B957 <1 S 8 R 8 R <0,12 S 8 S 0,5 S 
B964 <1 S 8 R 0,5 S 0,5 S 32 R 1 S 
B972 <1 S 8 R 4 R 0,25 S 1 S 0,5 S 
B975 <1 S 8 R 8 R 0,25 S 1 S 1 S 
B977 <1 S 8 R <0,5 S 0,5 S 64 R 1 S 
B979 <1 S 8 R <0,5 S 0,25 S 32 R 0,5 S 
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4.1.2 Rezultati sevov iz naravnega okolja (površinskih voda) 
 
Analizirali smo 8 sevov C. jejuni, ki so bili predhodno osamljeni iz naravnega okolja 
(površinskih voda). V Preglednici 6 so rumeno označeni sevi, ki so glede na smernice 
EURL-AR (Preglednica 4) odporni proti posameznemu antibiotiku. 
 
Preglednica 6: Prikaz vrednosti MIK za eritromicin, ciprofloksacin, tetraciklin, gentamicin, nalidiksno 
kislino in streptomicin ter pripadajočo interpretacijo za odporne (R) in občutljive (S) seve C. jejuni iz 
naravnega (površinskih voda) okolja. 
Sev 
C. 
jejuni 
MIK (𝜇g/ml) 
ERY R/S CIP R/S TET R/S GEN R/S NAL R/S STR R/S 
B640 <1 S <0,12 S <0,5 S 0,5 S 4 S 1 S 
B718 <1 S <0,12 S <0,5 S 0,5 S 4 S 1 S 
B751 <1 S 0,12 S <0,5 S 0,5 S 8 S <1 S 
B935 <1 S 16 R 0,5 S 0,5 S >64 R 2 S 
B987 <1 S <0,25 S <0,5 S 0,25 S 4 S 1 S 
B988 <1 S 4 S 16 R 0,25 S 16 S 1 S 
B989 <1 S 8 R <0,5 S 0,25 S 64 R 1 S 
1604 <1 S 0,12 S <0,5 S 0,25 S 8 S <1 S 
 
 
4.1.3 Primerjava rezultatov sevov iz proizvodnega in naravnega okolja 
 
Tako sevi iz proizvodnega kot naravnega okolja so pokazali odpornost in občutljivost na 
iste vrste protimikrobnih zdravil. Odporni so bili proti ciprofloksacinu, tetraciklinu in 
nalidiksni kislini, ter 100 % občutljivi na eritromicin, gentamicin in streptomicin. 
 
Preglednica 7: Primerjava deležev odpornih (R) in občutljivih (S) klavniških in vodnih sevov C. jejuni na 
posamezno vrsto protimikrobnega zdravila. 
 
 
Protimikrobno zdravilo 
C. jejuni 
(proizvodno 
okolje) (%) 
C. jejuni 
(naravno  
okolje) (%) 
SKUPAJ 
(%) 
R  S R S R S 
Eritromicin (ERY) 0 100 0 100 0 100 
Ciprofloksacin (CIP) 87,5 12,5 25 85 56,25 43,75 
Tetraciklin (TET) 50 50 12,5 87,5 31,25 68,75 
Gentamicin (GEN) 0 100 0 100 0 100 
Nalidiksna kislina (NAL) 50 50 25 75 37,5 62,5 
Streptomicin (STR) 0 100 0 100 0 100 
 
Odpornost je bila pogostejša pri klavniških kot pri vodnih sevih C. jejuni. Proti 
ciprofloksacinu je bilo odpornih kar 87,5 % izolatov iz proizvodnega okolja, med vodnimi 
izolati le 25 %. Prav tako je bil delež odpornih sevov proti tetraciklinu in nalidiksni kislini 
večji pri sevih iz proizvodnega okolja (klavniški sevi 50 % TET, 50 % NAL, vodni sevi 
12,5 % TET, 25 % NAL).  
  
Skupno je bila več kot polovica (56,25 %) vseh sevov odpornih na ciprofloksacin, nekoliko 
manj pa na nalidiksno kislino (37,5 %) in tetraciklin (31,5 %). 
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Preglednica 8: Primerjava enkratne (1x) in večkratne (2x) odpornosti klavniških in vodnih sevov C. jejuni na 
protimikrobna zdravila. 
% odpornih sevov 
C. jejuni 
Odpornost Večkratna odpornost 
1x 2x CIP + TET CIP + NAL TET + NAL 
Klavniški sevi 100 87,5 37,5 50 0 
Vodni sevi 37,5 25 0 25 0 
Vsi sevi 68,75 56,25 18,75 37,5 0 
 
Če primerjamo odpornosti (Preglednica 8) na vsaj eno protimikrobno zdravilo, je ta večja 
pri klavniških sevih, saj so vsi sevi odporni na vsaj en antibiotik, pri vodnih pa le 37, 5 %. 
Prav tako je bil delež večkratno odpornih sevov večji pri klavniških (87,5 %) kot pri 
vodnih (25 %) sevih. Pri obeh vrstah izolatov se je pojavila odpornost proti ciprofloksacinu 
in nalidiksni kislini (klavniški 50 %, vodni 25 %), pri čemer so bili vsi sevi ki so bili 
odporni proti nalidiksni kislini, odporni tudi proti ciprofloksacinu. Pri 37,5 % klavniških 
sevov pa je bila prisotna še odpornost proti ciprofloksacinu in tetraciklinu. 
 
4.2 RAZPRAVA 
 
4.2.1 Razvoj protimikrobne odpornosti bakterij 
 
Odkritje antibiotikov je bilo eno najpomembnejših mejnikov v razvoju in napredku 
medicine. Njihova uporaba pa ni le zmanjšala smrtnosti zaradi okužb, ampak je privedla 
tudi do razvoja vse več odpornih bakterijskih sevov (Seme, 2002). Velik vpliv na razvoj 
rezistence ima neustrezna in nekritična uporaba antibiotikov pri klavnih živalih. Njihova 
uporaba je privedla do velikih ekonomskih prednosti, zmanjšala je izgube živali zaradi 
okužb, pospešila je rast in izboljšala produktivnost (Taylor, 1999). 
 
Problem pa predstavlja vstop bakterij, odpornih na protimikrobna zdravila, iz klavnih 
živali preko kontaminirane hrane ali iz okolja v prehransko verigo človeka. Posledice 
selekcije rezistentnih bakterij v živalih so: povečanje prevalence odpornih bakterij v 
živalih, prenos rezistentnih genov na humane bakterije, povečanje incidence humanih 
infekcij in povečanje števila neuspešnih zdravljenj tako pri ljudeh kot živalih (WHO, 
1997). 
 
Bakterijski sevi, ki so stalno izpostavljeni antibiotikom, kot na primer v bolnici ali 
živalskih farmah, lahko razvijejo večkratno odpornost proti antibiotikom, kar predstavlja 
problem pri zdravljenju infekcij in je povezano s širjenjem odpornih genov v okolje. Pri 
zdravljenju okužb, povzročenih z večkratno odpornimi bakterijami, je otežena izbira 
antibiotika, kar vodi do uporabe za paciente bolj škodljivih antibiotikov in usmeri znanost 
v razvoj novih vrst protimikrobnih zdravil. Stalna izpostavljenost protimikrobnim 
zdravilom namreč privede do selekcijskega pritiska in prenosa odpornih genov med 
bakterijami (Luangtongkum in sod., 2009; Duin in Paterson, 2016). 
 
Pri okužbah s kampilobaktri se antibiotiki redko uporabljajo. Glaven vzrok njihove 
odpornosti je izpostavljenost bakterij antibiotikom pri zdravljenju živali zaradi okužb, 
povzročenih z drugimi bakterijami. Pri hujših oblikah humane kampilobakterioze, ko je 
terapija potrebna, pa se običajno uporabljata eritromicin (makrolid) ali ciprofloksacin 
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(fluorokinolon). Zato lahko prenos odpornih sevov kampilobaktrov iz živali na ljudi 
predstavlja veliko težavo pri zdravljenju humanih infekcij (Engberg in sod., 2001). 
 
4.2.2 Primerjava rezultatov s podobnimi študijami 
 
V poročilu EFSA/ECDC (2018), kjer so upoštevane enake smernice kot v našem delu, so v 
letu 2016 vključili v raziskavo 85 sevov C. jejuni, izoliranih iz piščancev v Sloveniji. Vsi 
sevi so bili 100 % občutljivi na gentamicin, streptomicin in eritromicin. Visok delež sevov 
pa je pokazal odpornost proti ciprofloksacinu (62,4 %), nalidiksni kislini (51, 8 %) in 
tetraciklinu (43,5  %). 
 
Lehtopolku in sod. (2010) so testirali občutljivost večkratno rezistentnih humanih sevov C. 
jejuni in C. coli proti antibiotikom.  Od 220 sevov C. jejuni jih je bilo 4,5 % odpornih proti 
eritromicinu, 41,4 % proti nalidiksni kislini, 42,4 % proti ciprofloksacinu, 2% proti 
gentamicinu in 28,1 % proti tetraciklinu. 
 
V študiji, ki so jo naredili Kovač in sod. (2015), so vključili izolate C. jejuni iz različnih 
vrst klavnih živali, surovega mleka, površinskih vod itd. iz držav osrednje Evrope in 
testirali njihovo odpornost proti ciprofloksacinu in drugim protimikrobnim zdravilom. Od 
vseh izolatov jih je bilo 46,6 % odpornih na ciprofloksacin, med njimi pa 94,7 % istočasno 
tudi na nalidiksno kislino. 80,1 % izolatov je poleg odpornosti na ciprofloksacin razvilo še 
odpornost na enega izmed antibiotikov iz skupine tetraciklinov in 4,3 % izolatov še 
dodatno na eritromicin in streptomicin ali streptomicin in tetraciklin. 
 
Kljub majhnemu številu sevov, vključenih v naše raziskovalno delo, samo prišli do 
primerljivih rezultatov s podobnimi študijami. Rezultati se najbolj ujemajo z rezultati, 
prikazanimi v EFSA/ECDC (2018) študiji, saj je eksperimentalno delo potekalo v 
najmanjšem časovnem razmiku in na istem območju (v Sloveniji). Izolati iz piščancev, 
vključeni v obeh študijah, so bili 100% občutljivi na gentamicin, streptomicin in 
eritromicin. Le delež odpornih sevov proti ciprofloksacinu je bil v naši študiji nekoliko 
višji (87,5 %), deleža rezistentnih sevov proti nalidiksni kislini in tetraciklinu pa sta bila 
primerljiva (NAL 50 %, TET 50 %). 
 
4.2.3 Razlaga dobljenih rezultatov 
 
Nevarnost za prenos odpornih bakterij v prehransko verigo povzročajo predvsem 
rezistentni sevi iz klavnih živali, saj se ti zlahka razširijo v svojo okolico in živila preko 
kontaminiranih trupov, s fekalijami onesnaženih vod in živalskih iztrebkov (Kovač, 2011). 
 
V naši raziskavi je bila prevalenca odpornih klavniških sevov na protimikrobna zdravila, 
100 %, vodnih pa 37,5 %. Večja odpornost klavniških sevov je posledica večje 
izpostavljenosti protimikrobnim zdravilom. Vzrok odpornosti vodnih izolatov pa je 
verjetno prenos rezistentnih bakterij iz klavnice v njeno okolico. Občutljivost vodnih sevov 
pa ostaja še vseeno velika (62,5 %), saj vir bakterij, ki se nahajajo v okoliških vodah niso 
le klavniške živali, ampak tudi okoliške (divje ptice, domače živali, prašiči, govedo,…), ki 
vsebujejo seve občutljive na delovanje protimikrobnih zdravil. Kot navajajo Kurinčič in 
sod. (2009), so kampilobaktre v Sloveniji vsebovali predvsem tisti vzorci površinskih vod, 
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ki so bili odvzeti ob kmetijskih in industrijskih središčih. Dodaten dokaz širitve odpornih 
sevov C. jejuni v okolico je, da so tako klavniški kot vodni sevi v našem raziskovalnem 
delu pokazali odpornost proti istim vrstam protimikrobnih zdravil (ciprofloksacinu, 
tetraciklinu in nalidiksni kislini).  
 
Makrolidi se v veterinarski medicini uporabljajo predvsem za zdravljenje okužb goveda in 
prašičev (EFSA, 2017). Rezistenca proti eritromicinu je pri C. jejuni redka. Leta 2016 je le 
1,3 % piščančjih izolatov izkazovalo odpornost (EFSA/ECDC, 2018).  
 
Fluorokinolonov se v večini držav porabi več v humani kot veterinarski medicini (EFSA, 
2017). Engberg. in sod. (2001) navajajo, da se je pojav rezistentnih sevov pri ljudeh 
pojavil, ko so začeli uporabljati fluorokinolone v veterinarski medicini. Uporabo nekaterih 
vrst fluorokinolonov v veterini so sicer že prepovedali, vendar  število odpornih sevov še 
vedno narašča. Med leti 2004-2016 je odpornost piščančjih izolatov C. jejuni proti 
ciprofloksacinu stalno naraščala. Iz 8 % rezistence leta 2004 se je do leta 2010 dvignila na 
47 % in do leta 2016 v povprečju narasla do 66,9 %. Tudi odpornost proti nalidiksni kislini 
je med leti 2004 in 2016 narasla iz 4 na 61,7 % (EFSA, 2010; EFSA/ECDC, 2012, 2016). 
V naši raziskavi je bil največji delež tako klavniških (50 %) kot vodnih (25 %) sevov 
odporen ravno na kinolone (nalidiksno kislino), ter fluorokinolone (ciprofloksacin) 
(klavniški sevi 87,5 %, vodni sevi 25 %). Tako visoki deleži odpornih sevov C. jejuni proti 
antibiotikom, ki se uporabljajo kot primarno zdravilo za tretiranje humanih infekcij, so zelo 
zaskrbljujoči, saj otežujejo ali celo onemogočijo zdravljenja. V zadnjih letih (2013-2016) 
je odpornost humanih izolatov C. jejuni proti ciprofloksacinu v nekaterih državah narasla 
do take stopnje, da ciprofloksacin ne pride več v poštev kot zdravilo za tretiranje humanih 
infekcij s kampilobaktri (EFSA/ECDC, 2018). Potrebno pa se je zavedati, da so 
(fluoro)kinoloni dragocena zdravila tako za živali kot tudi za ljudi. Zato je potrebno 
njihovo učinkovitost ohraniti čim dlje, z optimizacijo uporabe in ustreznimi odmerki, saj 
druge alternativne snovi niso tako učinkovite ali pa so izgubile svojo uporabnost zaradi 
prevelike stopnje odpornosti bakterij (EMEA, 2006). 
 
Tetraciklini so najbolj uporabljeni antibiotiki pri zdravljenju klavnih živali, uporabljajo se 
tudi kot alternativa pri okužbah s kampilobaktri, a stopnja odpornosti kampilobaktrov proti 
tetraciklinom tudi narašča (Wozniak-Biel in sod., 2018; EMEA, 2006). Posledica njihove 
uporabe pri piščancih je vidna v naraščanju deleža odpornih bakterijskih sevov C. jejuni, 
kateri je med leti 2004-2010 narasel iz 6 do 32% in se do leta 2016 povečal na 50,7 % 
(EFSA, 2010, 2017; EFSA/ECDC, 2012, 2018). Klavniški sevi C. jejuni, vključeni v našo 
raziskavo, so pokazali 50 % odpornost proti tetraciklinu, vodni pa 25 %.  
 
Pojav večkratne odpornosti proti različnim vrstam protimikrobnih zdravil je posledica 
podobnih mehanizmov razvoja odpornosti. Tako je za razvoj ko-rezistence proti nalidiksni 
kislini in ciprofloksacinu odgovorno isto mesto vezave (DNK-giraza) posameznega 
antibiotika, lahko tudi v kombinaciji z izlivnimi črpalkami. Če pride do enkratne mutacije 
na genu gryA, to vodi do popolne rezistence na prvo generacijo kinolonov (nalidiksno 
kislino) in zmanjša občutljivost na fluorokinolone (ciprofloksacin), druga mutacija na genu 
gryA ali gryB pa vodi do popolne rezistence na fluorokinolone (EMEA, 2006). Tetraciklin 
ima popolnoma drugačno tarčo delovanja antibiotika, a je eden izmed mehanizmov razvoja 
odpornosti aktivno izčrpavanje antibiotika iz celice, kar je enak mehanizem, kot pri 
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ciprofloksacinu in zaradi tega je prišlo do pojava ko-rezistence med antibiotikoma (Kobal 
in Snoj, 2015). Smole Možina in sod. (2011) so raziskovali večkratno odporne 
kampilobaktre v živilski verigi in prišli do zaključka, da k zmanjšani občutljivosti na 
različne kemijske spojine in/ali pojav večkratne odpornosti proti antibiotikom pripomorejo 
nespecifične izlivne črpalke, ki aktivno izčrpavajo molekule iz celice in preprečujejo 
njihovo akumulacijo v celici do koncentracije, ki bi delovala inhibitorno. 
 
Problem predstavlja predvsem razširjenost in naraščanje prevalence odpornih sevov. 
Številne študije so pokazale, da so bili isti serotipi in genotipi izolirani tako iz ljudi kot 
klavnih živali. Ker so prenosi okužb iz ljudi na ljudi redki, so glavni vzrok za naraščajočo 
odpornost kampilobaktrov rezistentne bakterije v klavnih živalih. Zato je pomembno, da se 
v proizvodnji klavnih živali, omeji uporaba protimikrobnih sredstev, ki se uporabljajo v 
humani medicini (Aarestrup in Engberg, 2001). 
 
4.2.4 Spremljanje prevalence odpornosti bakterij 
 
Kot so poročali že Altekruse in sod. (1999), je največja pogostnost odpornih bakterijskih 
sevov v državah, kjer je uporaba protimikrobnih zdravil pri ljudeh in živalih relativno 
neomejena. Zato je potrebno zmanjšati negativen vpliv uporabe protimikrobnih zdravil pri 
klavnih živalih na javno zdravje (širitve odpornih bakterijskih sevov preko živil na ljudi) in 
hkrati proizvesti zadostno količino varne in zdrave hrane za človeške potrebe. Da bi to 
lahko zagotovili, je potrebno nadzorovati uporabo protimikrobnih zdravil in redno 
spremljati odpornost mikroorganizmov izoliranih iz klavnih živali, živil in ljudi na lokalni, 
regionalni, nacionalni in mednarodni ravni. Potrebno je zmanjšati uporabo protimikrobnih 
zdravil, ki so pomembne v humani medicini, preprečiti prekomerno uporabo in zlorabe 
protimikrobnih zdravil, kot promotorjev rasti in njihovo uporabo v preventivne namene 
(WHO, 1997, 2000). 
 
V Sloveniji UVHVVR (Uprava za varno hrano, veterinarstvo in varstvo rastlin) letno 
izvaja teste odpornosti proti protimikrobnim zdravilom. Odpornost kampilobaktrov 
spremljajo v živilih živalskega izvora, iztrebkih bolnikov in pri živalih (perutninskih 
klavnicah) z namenom spremljanja pojava odpornosti bakterij na protimikrobna zdravila in 
ocene trendov glede pojavljanja odpornosti na nivoju Evropske Unije in tudi na nivoju 
Republike Slovenije (UVHVVR, 2018). 
 
Članice Evropske Unije imajo usklajene in determinirane metode za določanje 
občutljivosti kampilobaktrov proti antibiotikom. Ker pa so bili v zadnjih letih odkriti novi 
mehanizmi protimikrobne odpornosti ('super' izlivne črpalke, geni za rezistenco proti 
gentamicinu, samo prenosljivi plazmidi), ki so odgovorni za rezistenco na eno ali več 
skupin protimikrobnih zdravil, ki so pomembni za terapije ali ko-selekcijo rezistentnih 
klonov ali plazmidov, bo potrebno obstoječe metode optimizirati (EFSA/ECDC, 2018). 
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5 SKLEPI 
 
- Sevi C. jejuni iz proizvodnega (klavniškega) okolja in iz naravnega okolja 
(površinskih vod), so pokazali odpornost proti istim vrstam protimikrobnih zdravil 
- ciprofloksacinu, tetraciklinu in nalidiksni kislini. 
 
- Kot smo predpostavili v hipotezi, je bil delež odpornih sevov večji pri klavniških 
kot vodnih sevih bakterij C. jejuni. 
 
- Potrdili smo pogosto večkratno odpornost proti ciprofloksacinu in nalidiksni kislini 
pri klavniških in vodnih sevih, ter proti ciprofloksacinu in tetraciklinu pri 
klavniških sevih. 
 
- Delež večkratno odpornih sevov C. jejuni je bil večji pri izolatih iz proizvodnega 
kot naravnega okolja.  
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6 POVZETEK 
 
Kampilobakterioza, ki jo povzroča Campylobacter jejuni, je ena izmed najpogostejših 
črevesnih okužb. Najpogostejši viri okužbe so nezadostno termično obdelano piščančje 
meso, nepasterizirano mleko in neklorirana pitna voda. Zdravljenje običajno poteka le 
simptomatsko, ob hujših oblikah bolezni pa je potrebna terapija s protimikrobnimi zdravili. 
Najpogosteje se uporabljata ciprofloksacin (fluorokinolon) in eritromicin (makrolid). V 
sodobni reji klavnih živali se uporabljajo velike količine protimikrobnih zdravil za 
preprečevanje širjenja okužb in ekonomskih prednosti. To privede do selekcije odpornih 
sevov zoonotskih bakterij, kar posledično ogroža tudi zdravljenje humanih okužb. 
 
V našem raziskovalnem delu smo določali odpornost sevov bakterije C. jejuni iz 
proizvodnega (klavniškega) (N=8) in naravnega okolja (površinskih voda) (N=8) proti 
šestim protimikrobnim zdravilom (eritromicinu, ciprofloksacinu, tetraciklinu, gentamicinu, 
nalidiksni kislini in streptomicinu) na komercialno pripravljenih mikrotitrskih ploščicah 
SensititreTM EUCAMP2. Tako klavniški kot vodni sevi so bili odporni proti istim vrstam 
protimikrobnih zdravil – ciprofloksacinu, tetraciklinu in nalidiksni kislini. Prevalenca 
odpornosti je bila višja pri klavniških (CIP 87,5 %, TET 50 %, NAL 50 %) kot vodnih 
(CIP 25 %, TET 12,5 %, NAL 25 %) sevih. Pojavila se je tudi večkratna odpornost, ki je 
bila pri klavniških sevih 87,5 % pri vodnih pa 25 %, in sicer med ciprofloksacinom in 
tetraciklinom (klavniški sevi: 37,5 %), ter ciprofloksacinom in nalidiksno kislino (klavniški 
sevi: 50 %, vodni sevi: 25 %). Kljub majhnemu število vključenih sevov v 
eksperimentalno delo, smo prišli do primerljivih rezultatov s podobnimi študijami. 
 
Nevarnost predstavlja predvsem razširjenost in naraščanje števila odpornih sevov. Številne 
študije so pokazale, da so bili isti serotipi in genotipi izolirani tako iz ljudi kot klavnih 
živali, zato je pomembno, da se v proizvodnji klavnih živali, omeji uporaba protimikrobnih 
sredstev, ki se uporabljajo v humani medicini. Zaskrbljujoča je visoka prevalenca odpornih 
sevov proti fluorokinolonom (ciprofloksacinu) in  večkratno odporni sevi. 
 
Za nadzor širitve odpornih bakterijskih sevov in pravočasno ukrepanje je potrebno redno 
spremljanje odpornosti mikroorganizmov na najpomembnejša protimikrobna zdravila in 
primerjati dobljene rezultate izolatov, ki izvirajo iz različnih okolij (klavnih živali, živil, 
vode, ljudi).  
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